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研究成果の概要（和文）：血の源である造血幹細胞は骨を作る間葉系ストローマ細胞などのニッチと言われる微
小環境で様々な液性因子の調節を受けて骨髄で維持される。本研究ではヒト骨髄の間葉系ストローマ細胞を用い
て免疫不全マウスの中でヒト造血幹細胞を機能的に維持できる人工骨髄ニッチを作出した。この成果は試験管内
で造血幹細胞を増幅できる人工骨髄ニッチ創出へとつながる成果といえる。

研究成果の概要（英文）：Blood forming hematopoietic stem cells (HSCs) are maintained within bone 
marrow microenvironment, often called niche consisting of bone forming mesenchymal stromal cells 
(MSC) that secrete various factors. here, we have successfully generated an artificial human bone 
marrow niche by engrafting human MSCs into mice that can maintain functional human HSCs.

研究分野：幹細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 

 生涯造血を担う骨髄には、血液の源となる

造血幹細胞(HSC)の他に、非血液細胞が共存

し、HSCの自己複製能と多分化能の維持に関

与している。それら骨髄ニッチ細胞の一つ、

間葉系ストローマ細胞(MSC)は、試験管内で

細胞極性をもって自己複製しつつ、他の骨髄

ニッチ細胞への分化能を維持する。その特殊

な細胞特性をもつ MSC が組織修復や移植制

御などの再生医療に有用な細胞ソースとし

て注目される一方、特異的マーカー及び生体

内での細胞機能解析系の欠如から、MSC の

細胞階層性、自己複製能および分化能の分子

基盤は明らかとなっていない。 

 代表者らはこれまで、ヒト正常骨髄より初

代培養した間葉系ストローマ細胞（MSC)を

試験管内分化誘導し、免疫不全マウスへ移植

することにより、造血幹細胞の造血能を維持

できるヒト化骨髄の構築に成功した（Scotti 

C, PNAS 2013、Rongvaux A, Ann. Rev. 

Immunol 2013）。さらに代表者らの最新知見

より、ヒト MSC からヒト化骨髄への分化効

率は骨髄ドナーまたは培養期間によって顕

著に異なる手がかりを得ていた。 

 

２．研究の目的 

本研究では、代表者らが確立した上述のヒト

化骨髄構築技術と連携研究者、新井らが開発

した paired daughter assayによる自己複製

評価系を組み合わせ、MSC前駆細胞の純化、

その細胞分裂極性と自己複製・分化能の関係

性、自己複製を制御する細胞内シグナル解析

を通して、MSC 前駆細胞特性を理解する。

さらに、MSC-MSC細胞間結合の強弱が造血

幹細胞の機能に影響することから (A 

Schajnovitz, Nat Immunol 2011)、MSC前

駆細胞の細胞分裂を人為的に修飾すること

で自己複製・分化能を制御し、HSC自己複製

能を誘導できる人工骨髄ニッチ創出を目指

した。 

３．研究の方法 

目的１）細胞表面マーカーと骨髄再構築評価

系の併用による MSC 前駆細胞の純化と分化

階層性の決定 

 代表者らはヒト正常骨髄由来間葉系スト

ローマ細胞（MSC)をコラーゲン上で試験管

内分化誘導し、免疫不全マウス皮下で再構築

したヒト化骨髄が臍帯血由来造血幹細胞

(Lin-CD34-CD38+CD90+CD45RA-)を維持

できる予備的データを既に得ていた。この結

果は、ドナー骨髄に存在する生物学的個体差

を示唆しており、骨髄に存在する MSC 前駆

細胞の頻度または自己複製能・分化能に由来

すると考えられた。これまで報告のある細胞

表面マーカー（CD271,CD146,CD51,CD105、

SSEA-1など)(FJ Lv, Stem Cells 2014)と新

規候補マーカー（Itga8,Cdh2,Alcam)を用い

て、各ドナー骨髄細胞の免疫表現型を比較解

析した。高い骨髄再構築能をもつドナーに多

く存在する細胞分画を MSC 前駆細胞の候補

分画として分離し、ポピュレーションまたは

シングルセルレベルで免疫不全マウスに移

植して骨髄再構築能を評価した。 

 

目的２）シングルセル解析による MSC 細胞

分裂極性と自己複製能の関係 

 目的１）で同定される MSC 前駆細胞をシ

ングルセルで培養し、１回分裂した際の娘細

胞を回収し（Paired daughter cell assayお

よび図２）、目的１）で発現のみられるMSC

前駆細胞に特異的遺伝子群のうち、上位高発

現遺伝子群および自己複製能・骨髄ニッチ細

胞への分化能に関与する可能性のある遺伝

子群についてシングルセル qPCR(Fluidigm)

を行う。その結果について、連携研究者の新

井と A. MacArthurが造血幹細胞について既

に確立している機械学習法を取り入れた数

理解析を行い、対称性（前駆細胞—前駆細胞

ペア）または非対称性分裂（前駆細胞—分化

細胞ペア、または分化細胞—分化細胞ペア）



を識別する遺伝子発現パターンを探る。前駆

細胞と分化細胞を区別する遺伝子パターン

のうち、細胞分裂動態（細胞骨格、細胞周期、

モーター蛋白質など）、エピジェネティクス

などの関連遺伝子群に着目し、自己複製分裂

時の候補タンパク質の細胞内動態を経時的

に追跡することで、自己複製と分化を制御す

るシグナル変化を同定する。 

 

４．研究成果 

目的１）代表者らはヒト正常骨髄由来間葉系

ストローマ細胞（MSC)をコラーゲン上で試

験管内で軟骨分化へと分化誘導し、免疫不全

マウス皮下でヒト様骨髄（ヒト化骨髄）を再

構築した(Scotti, PNAS 2013)。この論文では

ヒト化骨髄がマウス造血幹細胞を呼び寄せ、

その造血能を維持できることを示したが、ヒ

ト造血幹細胞の造血能維持については検討

しなかった。そこで、ヒト化骨髄を生着させ

た免疫不全マウスに臍帯血由来造血幹細胞

を含む分画(Lin-CD34+)を移植した。移植後

８週間後に、マウス骨髄またはヒト化骨髄を

解析したところ、ヒト化骨髄はマウス骨髄に

比 し て 造 血 幹 細 分 画

(Lin-CD34-CD38+CD90+CD45RA-)を高く

維持することが明らかとなった。さらに、造

血幹細胞の細胞周期を解析した結果、ヒト化

骨髄は造血幹細胞や前駆細胞を高い頻度で

静止期に留めておくことができることが明

らかとなった。 

 連携病院から採取した正常骨髄から MSC

を培養し、それを用いて軟骨分化誘導をおこ

なった。その結果、全ドナー（２０１８年４

月時点で約３００例以上）のうち、約３０％

程度のドナーのみ軟骨分化能を示すことが

分かった。つまり、MSC の分化能はドナー

によって大きく異なること、またその一部の

みが骨髄組織を再構築できることを示唆し

ている。骨髄組織の形成能をもつ MSC を純

化するために、これまで報告のある細胞表面

マーカー（CD271,CD146,CD51,CD105、

SSEA-1 など)(FJ Lv, Stem Cells 2014)を

FACS解析した。そして、候補細胞をソーテ

ィ ン グ し て 、 試 験 管 内 CFU ―

Fibroblast(CFU-F)の数で評価したところ、

CFU-F を 持 つ 細 胞 が

CD45-CD31-GPA-CD271+の分画に検出で

きた。そこで、CD45-CD31-GPA-CD271+ま

たはCD45-CD31-GPA-CD271-の分画をソー

ティングして RNA-seq を行なった結果、い

くつかの興味深い遺伝子群が同定できた。今

後はこれらの候補遺伝子群を指標に、細胞分

画を進め、造血形成能をもつ MSC の純化を進

めていく。 

 

目的２）MSC 純化が５０％濃縮程度に達した

段階で、シングルセルレベルでの自己複製能

解析を進める。 
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